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摘要 : 磷脂 酶 A2 (phospholipase A2, PLA2) 是 蜂 毒 主要 成 分 , 也 是 蜂 毒 的 主要 过 敏 原 , 在 熊 蜂 个 体 和 群体 防御 方 
面具 有 重要 功能 。 为 了 探究 熊 蜂 A2 基因 的 生物 学 功能 ,本 研究 以 小 峰 熊 蜂 Bombus hypocrita 为 材料 进行 了 蜂 毒 
PLA2 基因 的 克隆 、 鉴 定 与 表达 特性 分 析 。 结 果 表 明 : 该 基因 全 长 为 2 272 bp, GenBank 登录 号 为 KF214771, 由 4 
个 外 显 子 和 3 个 内 含 子 组 成 , 编码 区 (CDS) 长 为 543 bp, 共 编 码 180 个 氨基 酸 残 基 。 氮 基 酸 序列 相似 性 分 析 显 示 ， 
成 熟 的 小 峰 熊 蜂 PLA2( 含 有 136 个 氨基 酸 ) 与 其 他 蜂 类 PLA2 的 氨基 酸 序 列 相似 性 较 高 , 均 包含 10 个 保守 的 半 胱 
ARRE 1 个 保守 的 Ca^" 结合 位 点 和 1 个 酶 活性 中 心 。 基 于 PLA 氨基 酸 序 列 的 系统 进化 树 分 析 表 明 ， 熊 蜂 属 
Bombus 与 蜜蜂 属 Apis 在 不 同 分 文 上 , BERE, 且 蜜 蜂 属 分 化 较 早 。 灾 光 定量 PCR 结果 表明 , PLA2 基因 在 小 峰 
能 蜂 各 日 龄 均 有 表达 , 且 随 日 龄 增长 , 表达 量 呈 先 上 升 后 下 降 的 趋势 , 10 日 龄 时 出 现 峰值 ,其 表达 量 显著 高 于 其 
他 日 龄 ( 忆 <0.05) 。 半 定量 PCR 结果 表明 , PLA 基因 在 毒 逐 、 卵 巢 、 中 肠 中 表达 量 较 高 , 在 足 、 触角 、 AERP 
表达 量 较 低 , 在 脂肪 体 、 肌 肉 、 神经、 气管、 复眼 、 脑 中 未 表达 。 本 研究 探 明 了 小 峰 熊 蜂 PLA 的 基因 结构 及 其 表 
达 特 性 , EE TREIE PLA2 的 生物 学 基础 ,为 进一步 深入 研究 能 蜂 PLA2 生物 学 功能 和 作用 机 制 以 及 开发 蜂 毒 生 
物 制 剂 等 鉴定 了 基础 。 
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Cloning and expression analysis of a gene encoding phospholipase A2 


from the venom of Bombus hypocrita ( Hymenoptera: Apidae) 

GAO Li-Jiao, HUANG Jia-Xing' , WU Jie" ( Key Laboratory for Insect-Pollinator Biology of the Ministry 
of Agriculture, Institute of Apiculture, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100093, 
China) 

Abstract: Phospholipase A2 ( PLA2) is the major component of bee venom as well as the main allergen 
of venom, and plays a key role in the individual and colony defense of bumblebee. A PLA2 gene from 
Bombus hypocrita was cloned, identified and expressed in this study in order to clear its characteristics 
and function. The results indicated that the full-length cDNA of B. hypocrita PLA2 gene is 2 272 bp in 
length, consisting of 4 extrons and 3 introns. The coding region, 543 bp in length, encodes a 180-amino- 
acid protein. Comparative analysis revealed that the mature PLA2 ( consisting of 136 amino acids ) 
possesses features consistent with PLA2s from other bees, including ten conserved cysteine residues, a 
highly conserved Ca^* -binding site and one active site. Phylogenetic tree of PLA2 sequences showed that 
Bombus PLA2 clustered into a branch independent with Apis PLA2 which differentiated earlier. The real- 
time PCR analysis showed that B. hypocrita PLA2 was expressed in different day-old adults, and the 
expression level increased first and then decreased, with the maximum expression level in the 10 day-old 
adults. The PLA2 gene were highly expressed in the venom gland, ovary and midgut, less expressed in 
legs, antennae and esophageal glands, and not expressed in fat body, muscles, nerve, tracheae, 
compound eyes and brain. This study revealed the characteristics and expression of PLA2 gene in B. 
hypocrita , which is useful not only for further studies on the function and mechanism of Bombus PLA2, 
but also for the development of new reagent of bee venom. 
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蜂 毒 (bee venom ) 是 由 工蜂 或 蜂王 毒 脾 和 副 腺 
分 泌 的 具有 芳香 气味 的 一 种 淡 黄 色 透 明 液体 ,贮存 
ERER, 属于 天 然 毒 素 的 一 种 。 工 蜂 的 毒液 主要 
用 于 防御 其 他 动物 对 其 目 身 或 巢穴 的 侵犯 ,蜂王 的 
毒液 主要 在 与 其 他 蜂王 争斗 中 使 用 ( Xin et al., 
2009 ) 。 蜂 毒 中 包含 大 量 多 肽 和 有恒 白 (GCauldie et al., 
1976; Banks et al., 1979; Argiolas and Pisano, 1985; 
Kreil, 1995; Six and Dennis, 2000; Buku and Price, 
2001; Favreau et al., 2006) , BAHIZ (Yoon et al., 
2008) ~ Hia ( Son et al., 2007) . pL ( Ribeiro et al., 
2004) . fS. JIE (Ross et al., 1987) 等 药理 或 
生物 学 活性 。 

磷脂 酶 A2( phospholipase A2, PLA2) 是 蜂 毒 的 
主要 成 分 之 一 , 约 占 蜂 毒 干 重 的 1290, 按 其 来 源 和 
生化 性 质 区 分 , 其 属于 胞 外 分 泌 的 PLA2 WERE 
El. 含量 仅 次 于 溶血 肽 , 是 蜂 毒 的 主要 过 敏 原 
( Habermann, 1972; Hoffman and Jacobson, 1996), 
PLA2 Ji — f ZK EK EA ER BJ STARS, n] ZK AE E UH 
PUE H SAL. SENEC CLE. BES EWE MBEN ZZ Sa ER 
等 的 第 2 位 脂 酰基 , 这 种 水 解 作 用 会 破坏 膜 的 稳定 
性 (Six and Dennis, 2000) , PLA2 具有 较 强 的 浴血 
活性 , 与 溶血 肽 起 协同 作用 , 被 称 为 “间接 的 溶血 
毒素 ”( Dudler et al., 1992; Kelley et al., 1992) , 

到 目前 为 止 , 科学 家 已 经 报道 了 多 种 蜜蜂 
PLA2 的 晶体 结构 、 生 化 特性 及 基因 特征 等 研究 结 
果 。Neumann 和 Habermann(1954) 首 次 发 现 意 大 利 
蜜蜂 Apis mellifera ligustica 蜂 毒 中 的 PLA2, Scott 等 
(1990) hr F] X REWA SAC E PLA2 的 唱 
体 结构 , 确定 了 PLA2 的 二 硫 键 位 置 、Ca “结合 位 
点 和 酶 活性 中 心 。Hoffman 等 (2001) 从 地 能 
Bombus terrestris 的 蜂 毒 中 分 离 出 PLA2, ARJA 
分 析 表 明 其 与 蜜蜂 PLA2 的 一 致 性 仅 52. 996, Xin 
等 (2009 ) 通 过 对 红 光 能 蜂 Bombus ignitus 毒 腺 进行 
表达 序列 标签 分 析 ， 克隆 了 PLA2 的 cDNA 序列 ， 
并 用 其 处 理 昆 虫 SS 细胞 , 结果 表明 PLA 结合 于 
细胞 腊 上 , 可 水 解 细 胞 腊 上 的 克 脂 并 衣 导 细胞 汕 
亡 。 目 前 对 蜂 毒 PLA2 的 作用 机 制 及 功能 尚未 明 
确 ， 而 利用 分 子 生物 学 技术 方法 进行 全 究 有 助 于 阐 
明 蜂 类 PLA2 基因 作用 机 制 , 在 能 蜂 上 , 已 对 地 能 
FE B. zerresiris、 红 光 能 蜂 B. 
pennsylvanicus 的 PLA2 进行 了 相关 人 研究 ( Hoffman 
and Jacobson, 1996; Hoffman et al., 2001; Xin et al., 
2009) , 但 是 其 所 提供 基础 信息 还 较 有 限 。 小 峰 熊 
蜂 Bombus hypocrita 是 我 国 优良 传粉 蜂 种 之 一 , 分 


ignitus 和 Bombus 


布 广泛 ( 安 建 东 等 , 2008, 2010; An et al., 2011), 
易于 规模 化 人 工 繁 殖 ( 安 建 东 等 , 2010) ,传粉 性 能 
优良 ( 陈 文 峰 等 , 2011; 董 捷 等 , 2011; 赵 亚 周 等 ， 
2011) , 在 生态 环境 保护 和 农业 授粉 中 具有 重要 的 
利用 价值 。 目 前 , 有 关 小 峰 熊 蜂 PLA2 基因 的 研究 
还 未 见报 道 。 本 研究 以 小 峰 熊 蜂 为 材料 ,， 利用 
cDNA 末端 快速 扩 增 技术 (rapid-amplification of 
cDNA ends, RACE) 克隆 PLA2 Bj cDNA, 并 利用 染 
色 体 步 移 技术 获得 PLA2 基因 的 全 长 ; 采用 实时 交 
光 定 量 PCR 和 半 定 量 PCR 技术 分 析 PLA2 在 不 同 
日 龄 及 不 同 组 织 的 表达 水 平 ， 以 期 为 进一步 研究 
PLA2 生物 学 功能 及 应 用 葛 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 和 主要 试剂 

小 峰 熊 蜂 为 本 实验 室 人 工 饲 养 ; pMDI9-T 载体 
(大 连 宝 生物 工程 公司 ); MAE E e EAN E 
(中 科 瑞 泰 ) ; 反 转 录 试 剂 盒 、Taq RARR KIGE 
i PCR 试剂 盒 和 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 感受 态 细 
胞 (北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ) 。 
1.2 ESEA RNA 提取 和 cDNA 合成 

JUR 3E $8 Hr NIE RE ET ME, NUIB SEHR. 采用 
Trizol 法 提取 总 RNA( 按 照 说 明 操 作 ) 。 利 用 cDNA 
合成 试剂 盒 , 将 蜂 毒 总 RNA 反 转 录 成 第 一 链 cDNA, 
1.3 引物 设计 与 合成 

根据 GenBank 数据 库 红 光 熊 蜂 的 PLA2 序列 ， 
设计 第 1 对 SRACE (RI) 4H3'RACE (F1) 反 应 引 
物 , 分 别 用 于 基因 的 5 端 和 3" 端 扩 增 ; 设计 第 2 对 
引物 用 于 半 和 定量 PCR (F2, R2) ; RIEKIE Æ| 
物 设计 原则 , 设计 第 3 对 引物 用 于 qRT-PCR (F3, 
R3); 内 参 基 因为 B-actin, 5| 9 2g: B-actin F, B- 
actin R; 上 述 引 物 在 北京 博 迈 德 科技 发 展 有 限 公 司 
合成 ( 表 1)。 
1.4 PLA2 全 长 扩 增 

根据 GenBank 数据 库 红 光 熊 蜂 的 PLA2 序列 ， 
设计 引物 (天, R1), 利用 所 设计 的 正 辣 引物 起 和 
polyA 尾巴 、 反 回 引 物 RI 与 3 器 的 加 尾 结构 特异 性 
引物 以 小 峰 熊 蜂 毒 甩 cDNA 为 模板 进行 降落 PCR, 
将 PCR 产物 与 pMD19-T 载体 连接 ,转化 Trans-TI 
大 肠 杆菌 细胞 , 选取 阳性 克隆 条 带 的 菌 液 送 北京 华 
大 基因 进行 测序 。 将 测序 结果 采用 BioEdit V7. 0. 
9.0 软件 拼接 序列 ,获得 PLA2 基因 序列 的 cDNA 
全 长 。 
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表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in the study 


引物 Primers 序列 Sequences (5' - 37) 

Fi CGGGATCCTACAGAGACGCCTATCCAT 
R1 CCGCTCGAGTATCGAACTCGTACTCCTTIG 
F2 TGGAGTTGTGCGTTTTCA 

R2 CTTCGGGGCAGTTGTATC 

F3 CAGTGATATGGTAGAAGT 

R3 AATTAGTTAGTCCGTGTT 

p-actin F CTTCCCATCTATCGTCGG 

B-actin R GGTTGCCATTTCCTGTTC 


从 小 峰 熊 蜂 组 织 中 提取 基因 组 DNA , 利用 染色 
体 步 移 试剂 盒 与 PLA2 基因 特异 性 引物 (Ff2，R2， 
F3 和 R3), PCR 产物 克隆 测序 , 利用 Bioedit V7.0. 
9.0 软件 拼接 序列 ,获得 PLA2 基因 全 长 。 
1.5 序列 分 析 与 分 子 进化 树 构建 

从 NCBI 网 站 下 载 下 列 物 种 的 PLA2: 小 峰 熊 
B. hypocrita, GenBank 登录 号 AEO51763; 红 光 能 
Bombus ignitus, FJ768907; Hh fet Bombus terrestris , 
P82971; B. pennsylvanicus, Q7M4I6; 西方 蜜蜂 Apis 
mellifera, NP. 001011614; 东方 蜜蜂 Apis cerana, 
A59055 ; 大 蜜蜂 Apis dorsata, Q7M415; 丽 蝇 金 小 蜂 
Nasonia vitripennis, XP. 001604598 PLA2 氨基 酸 序 
列 , 利用 ClustalW 软件 进行 PLA2 AERE I 71] Et 
对 , 利用 MEGA 5. 05 软件 最 大 似 然 法 构建 系统 发 
育 树 。 采 用 SignalP 4. 1 软件 对 小 峰 熊 蜂 PLA2 氨基 
酸 序列 进行 信号 肽 预测 。 
1.6 PLA2 基因 在 熊 蜂 各 组 织 的 表达 分 析 

用 Trizol 试剂 分 别提 取 小 峰 熊 蜂 足 、 触角、 食 
道 腺 、 BEER. 脂肪 体 、 肌 肉 、 神 经 、 气管 、 复 眼 、 脑 、 
中 肠 、 毒 腺 的 总 RNA, 反 转 录 成 cDNA。 以 B-actin 
基因 为 内 参 , 采用 半 定 量 PCR 方法 检测 PLA2 基因 
在 不 同 组织 顺 官 中 的 表达 情况 。PCR 扩 增 条 件 为 : 
94*C 变性 30 s, $56% 退火 20 s, 72% 延伸 1 min, 反 
应 循环 数 为 28, 最 后 727C fff 10 min, PCR 产物 
用 1.5% KEREDE E IKA o 
1.7 PLA2 基因 在 不 同日 龄 工蜂 中 表达 

采用 qRT-PCR 的 方法 检测 PLA2 基因 在 小 峰 能 
蜂 工 蜂 6 个 不 同龄 期 毒 肋 中 的 相对 表达 量 。 用 
Trizol 法 分 别提 取 小 峰 能 蜂 工 蜂 0, 5, 10, 15, 20 和 
25 d 毒 腺 (每 日 龄 取 3 头 工蜂 的 毒 腺 ， 混 合 后 提取 
总 RNA) 的 总 RNA (Li et w.，2010) ， 反 转录 成 
cDNA。 采 用 内 参 b-actin 引物 和 PLAZ 基因 片段 引 


物 (F3 ，R3 ) 进行 qRT-PCR, 每 样品 重复 3 次 ,反应 
条 件 为 : 95C 预 变 性 30 s, 接着 进行 40 个 循环 : 
95%C 5 s, 60C 34 s, 通过 Mx3000P 软件 分 析 结 果 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

采用 比较 C. 值 法 的 相对 定量 法 (Livak and 
Schmittgen, 2001), 分 析 PLA2 基因 在 小 峰 能 蜂 不 
同日 龄 的 相对 表达 量 。 采 用 邓肯 氏 新 复 极 差 检验 法 
( DMRT 法 ) 比较 各 日 龄 相对 表达 量 的 差异 。 


2 fA 


2.1 小 峰 熊 蜂 PLA2 基因 的 克隆 及 序列 分 析 

根据 RACE 克隆 测序 结果 拼接 序列 ， 获 得 的 
PLA2 的 cDNA 全 长 为 817 bp( 图 1)， 其 GenBank 
登录 号 为 下 751030. 1, 包含 一 个 543 bp 开放 阅读 
框 (open reading frame, ORF) , 5'703 Rim AJE Anta 
区 分 别 为 136 bp 和 138 bp, $ ORF 编码 1 个 由 
180 个 氨基 酸 组 成 的 多 肽 ,起 始 密 码 子 为 ATG M 
止 密码 子 为 TAA,， 并 含有 1 £A ET 
AATAAA( 第 763 ~ 768 MIZER) I1 个 poly (A) 
Fé, ExPASy 软件 预测 分 子 量 约 为 20.78 kD, 理论 
等 电 点 为 6.22。 

染色 体 步 移 获 得 PLA2 基因 序列 的 全 长 为 
2 272 bp, 与 所 获得 cDNA 序列 对 比分 析 ， 结果 表 
Bj, 该 基因 包含 3 个 内 含 子 和 4 个 外 显 子 (图 2)。 
3 个 内 合子 起 点 位 置 分 别 为 146, 674 和 1 723 bp, 
长 度 分 别 为 367, 889 和 470 bp, 
2.2 小 峰 熊 蜂 PLA2 氨基 酸 序 列 分 析 

采用 SignalP 4. 1 软件 对 小 峰 能 蜂 PLA2 AR 
序列 进行 信号 上 肽 预测 ,结果 表明 , 该 蛋白 包括 1 个 
22 个 氨基 酸 残 基 的 信号 序列 、1 个 22 PARERI 
基 的 前 肽 和 1 个 136 个 氨基 酸 残 基 的 成 熟 肽 。 小 峰 
熊 蜂 PLA2 包含 10 个 半 胱 氨 酸 残 基 、1 个 Ca “结合 
位 点 和 酶 活性 中 心 。 小 峰 能 蜂 PLA2 BR ELE 
列 与 其 他 近 缘 种 PLA2 序列 进行 多 重 序列 比 对 , 25 
果 显 示 在 近 缘 种 间 氨 基 酸 序列 比较 保守 (图 3)。 以 
丽 晶 金 小 峰 N. vitripennisi 为 外 群 对 部 分 蜜蜂 科 
( Apidae) PLA2 氮 基 酸 序列 系统 进化 树 分 析 , 结 
表明 熊 蜂 属 和 蜜蜂 属 的 PLA2 形成 2 个 独立 分 文 
(图 4), 蜜蜂 属 分 化 较 早 。 小 峰 熊 蜂 PLA2 基因 和 
其 他 种 能 蜂 PLA2 基因 亲缘 关系 近 , 其 中 与 地 能 
^l ZL 26 RE iE Hy ZR ZA DR OA fm Xr. W B. 
pennsylvanicus RRX, 5j; E RE E. Hh SÉ NEFT 
光 能 蜂 属 同一 亚 属 的 事实 相符 。 


9 期 高 丽 娇 等 : /EREREREREBEIRNS A2 基因 的 克隆 及 表达 分 析 977 


1 catgggggcttgtaccctgagcaccatcggaagaaatcgctcttcgtcgagcgttcgatc 
61 gtcgcccgagccgatttagacctgcaccttctcgatcttttcgattcttttttgctcctg 
121 ctgttccacgtgtaccatgcggactctggagttgtgcgttttcactttctggctttgcct 
l M RTLELCVETFEFWLCL 
181 gcacgtctctgtccacgcatttcagcatattccgtacagagacgcctatccatttgccga 
16 H V Ss VH AF QH I PY RD A Y PF A D 
24] cagtgatatggtagaagtatcggacaggataatattcccaggaacattatggtgcggaaa 
36 S DM VE V SDRIIFPGTLVWCGN 
301 cggtaacatagcaaatggaacgaaccaattagggtcatggaaggaaacggacgcatgttg 
56 G N I A N GT NQLG 5W KE TD ACC 
361 ccgaactcacgatatgtgtcccgacctaatcgaggctcacggctctaaacacggactaac 
16 R TH DM CP DL IE A HG S K HG LYT 
42] taattccgctgattataccaggttaagctgcgagtgtgacgaggagttccgccattgtct 
96 N 5 AD YT R L S CE CD E EF R HC L 
48] tcacaattcgggggacaccgttagtgccgggcttgtaggaagaacttatttcaccatgtt 
116 H N 5G D TV 5 AGL VG R T YF TM L 
541 aagaacgcaatgcttccgattggattatcctatcgtgaaatgcaaagtcaaatccaccat 
13 R TQ CF RLD YP I VK CK VK S TI 
60] cttaagacgttgcaaggagtacgagttcgatacaactgccccgaagaagtaccagtggtt 
15606 L RR CK EY EF D TT AP KK YQ WE 
661 cgacgtacttcagtactaaggaaaatgcaacagacctaaaatattatattgtaacgatat 
176 D V LQ Y - 

721 tttacataaacttgtaataaagttgcagattggccgcataaaaataaatatcccacccta 
781 tcaaactaacgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 


图 1 小 峰 熊 蜂 PLA2 基因 cDNA 序列 及 所 推导 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 1 cDNA and deduced amino acid sequences of PLA2 of Bombus hypocrita 
起 始 密码 子 atg, 终止 密 码 子 taa, ZEE I 


polyenylation signal sequence aataaa are all labeled by single underline. 


aataaa 都 以 下 划 线 显示 。The initiation codon atg, translation stop codon taa and the potential 


1 145 514 673 1564 1722 2194 2269 (bp) 





Exon3 
ATG 


图 2 小 峰 熊 蜂 PLA2 的 基因 结构 


Fig. 2 Genomic structure of PLA2 gene of Bombus hypocrita 
数字 表示 在 基因 组 序列 中 的 位 置 。Numbers indicate the position in the genomic sequences. 


2.3 PLA2 基因 在 熊 蜂 各 组 织 的 表达 量 分 析 

采用 半 定 量 PCR 方法 检测 PLA2 基因 在 小 峰 熊 
KE 12 个 不 同 组 织 需 官 中 的 表达 水 平 ， 结 末 表 明 
PLA2 基因 在 脂肪 体 、 肌 肉 、 神经、 气管、 复眼 、 脑 
ru 在 足 、 触 角 、 食 道 腺 中 小 量 表达 ， TA 
梨 、 中 肠 、 毒 腺 中 条 市 较 亮 (图 $) ， 说 明 在 这 


3 讨论 

本 研究 克隆 了 小 峰 熊 蜂 蜂 毒 PLA2 基因 , 全 长 
为 2 272 bp, 基因 结构 中 含有 4 个 外 显 子 和 3 e 
T. 与 前 人 关于 红 光 熊 蜂 、 意 大 利 蜜蜂 和 中 华 
KEH PLA2 基因 研究 一 致 (Li et al., 2005; Voge 
bd TÉ A .H HIE 2p WE. 2007; Xin et al., 2009) , X EH REI% PLA2 
2.4 PLA2 基因 在 熊 蜂 各 时 期 的 表达 量 分 析 基因 在 m 上 与 蜜蜂 相似 。Xin 等 (2009 ) 报道 的 红 

采用 qRT-PCR 的 方法 检测 小 峰 驴 蜂 工 蜂 6 个 光 熊 蜂 第 3 个 外 显 子 和 第 4 个 外 显 子 的 位 置 分 别 是 
不 同 发 育龄 期 毒 腺 中 PLA2 基因 的 相对 表达 量 。 结 第 1566~1724 和 2 196 ~2 274 WIZER, 而 本 研 
ARAB], PLA2 基因 在 小 峰 能 螺 不 同日 龄 芍 有 表达 ， ” 究 中 小 峰 熊 蜂 其 位 置 分 别 是 第 1 564 ~ 1 722 位 核 昔 


Cruz et al., 


且 各 日 龄 的 表达 量 间 差异 显著 (P<0.05)( 图 6)。 

其 中 , PLA2 基因 在 小 峰 熊 蜂 10 日 龄 时 表达 量 最 
高 , 其 他 日 龄 表达 量 从 高 到 低 依 次 是 15, 0,5, 25 
和 20 日 龄 ,整体 呈现 先 上 升 后 下 降 的 趋势 。 


酸 和 2 194 ~2 269 IZER; 另外 , 意大利 蜜蜂 和 
中 华 密 蜂 PLA2 基因 共 编 码 134 个 氨基 酸 残 基 
( Kuchler et al., 1989; 沈 立 末 等 ,2002 ) ,而 小 峰 能 
蜂 PLA2 基因 编码 180 个 氨基 酸 残 基 , 这 可 能 是 由 
于 不 同 蜂 种 的 差异 性 造成 的 。 
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图 3 不 同 蜂 种 PLA2 的 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 3 Alignment of the amino acid sequences of the known PLA2s from bee species 
PLA2 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of PLA2s and their GenBank accession numbers; B. hypocrita ; 小 峰 熊 蜂 Bombus hypocrita, AEO51763 ; 
B. ignitus; 红 光 能 蜂 Bombus ignitus, FJ768907; B. terrestris: 地 能 蜂 Bombus terrestris, P82971; B. pennsylvanicus: Q7M416 ; A. mellifera: V& 7j 
$% Apis mellifera, NP. 001011614; A. cerana: 东方 蜜蜂 Apis cerana, A59055; A. dorsata; 大 蜜蜂 Apis dorsata, Q7 MA15. 相同 的 残 基 显示 在 阴影 框 
里 ; 横 线 表示 与 其 他 序列 保持 一 致 产生 的 缺口 ; 10 个 半 胱 氨 酸 残 基 用 圆圈 标注 ; Ca * 结合 位 点 (实心 三 角形 ) 和 活性 位 点 (实心 菱形 号 ) 残 基 
在 序列 的 下 方 标注 。Identical residues are shown in solid boxes. Dashes represent gaps introduced to preserve alignment. The ten cysteines are indicated 


by open circles. The residues including of the Ca? * -binding site ( solid triangle) and the active site (solid diamonds) are indicated below sequences. 


B. hypocrita 












B. terrestris 
B. ignitus 
B. pennsylvanicus 
A. dorsata 

A. cerana 


A. mellifera 






N. vitripennis 
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图 4 不 同 蜂 种 PLA2 序列 的 系统 发 育 树 ( 最 大 似 然 法 ) 
Fig. 4 Phylogenetic tree of PLA2 sequences from different bee species ( maximum likelihood estimation ) 
PLA2 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of PLA2s and their GenBank accession numbers; B. hypocrita ; 小 峰 能 蜂 Bombus hypocrita, AEO51763; 
B. ignitus; 红 光 熊 蜂 Bombus ignitus, FJ768907 ; B. terrestris: 地 能 蜂 Bombus terrestris, P82971; B. pennsylvanicus: Q7M416; A. mellifera: Và 7; Æ 
蜂 Apis mellifera, NP. 001011614; A. cerana: 东方 蜜蜂 Apis cerana, A59055; A. dorsata: 大 蜜蜂 Apis dorsata, Q7M415; N. vitripennisi; WH iR A/N 
蜂 Nasonia vitripennis, XP. 001604598. 分 支 上 的 数字 代表 1000 个 复制 bootstrap fH; 外 群 是 N. vitripennisi PLA2, The numbers on the branches 


represent bootstrap values for 1 000 replicates. The outgroup is N. vitripennisi PLA2. 
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图 5 小 峰 熊 蜂 PLA2 基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 水 平 
Fig. 5 The expression level of PLA2 gene in different tissues of Bombus hypocrita adults 
1: Æ Legs; 2: 触角 Antennae; 3; 食道 腺 Esophageal glands; 4; WW Ovary; 5: 脂肪 体 Fat body; 6: 肌肉 Muscles; 7: 神经 Nerve; 8: 气管 
Tracheae; 9: 复眼 Compound eyes; 10; 脑 Brain; 11: "HJ Midgut; 12: 毒 腺 Venom gland; 13: 未 加 模板 的 阴性 对 照 Negative control without 
template; M; DNA marker 
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图 6 不 同日 龄 小 峰 熊 蜂 PLA2 基因 的 相对 表达 量 
Fig. 6 Relative expression level of PLA2 gene in different 


day-old adults of Bombus hypocrita 
图 中 数值 为 平均 值 + SE; 柱 上 不 同 小 写字 母 表 示 不 同日 龄 的 基因 表 
达 量 存在 显著 差异 (P<0.05)( 邓 肯 氏 新 复 极 差 检验 )。Data in the 
figure are represented as mean + SE, and different lowercase letters above 
bars indicate significant difference between different ages in the 
expression level of PLA2 gene at the 0. 05 level ( Duncan’ s multiple 


range test). 


为 了 明确 PLA2 基因 在 小 峰 熊 蜂 不 同 组 织 中 的 
表达 特异 性 , 我 们 以 足 、 SB. ERR. 卵巢、 脂肪 
体 、 肌 肉 、 神 经、 气管、 复眼 、 脑 、 中 肠 、 毒 脲 为 材 
料 进 行 了 半 定 量 PCR 分 析 。 发 现 PLA2 基因 在 毒 
腺 、 卵 巢 、 中 肠 中 表达 量 较 高 , 说 明 PLA 基因 具 
有 组 织 冀 官 表 达 特 异性 , 在 卵巢 及 中 肠 中 表达 量 是 
否 较 高 有 待 进一步 验证 。Xin 等 (2009 ) 以 红 光 能 蜂 
工蜂 的 脂肪 体 、 中 肠 、 肌 肉 和 毒 腺 的 mRNA 为 材料 
进行 了 分 析 , 发 现 红 光 熊 蜂 PLA2 基因 在 毒 腺 中 表 
WS, 在 脂肪 体 、 中 肠 、 肌 肉 中 未 表达 。 由 此 可 见 ， 
两 个 研究 中 PLA2 基因 均 在 毒 腺 中 表达 , 但 本 研究 
中 PLA2 基因 在 小 峰 能 蜂 中 肠 中 表达 , 而 在 红 光 能 
蜂 中 肠 未 表达 。 产 生 差 异 的 原因 可 能 是 方法 的 灵敏 
EE, Xin 等 (2009 ) 采 用 的 方法 为 RNA 印记 (Northern 


blot) 和 蛋白质 印迹 ( Western blot) ,而 本 人 研究 采用 的 
为 半 定 量 PCR 方法 。 

本 文 运用 qRT-PCR 研究 了 PLA2 基因 在 小 峰 熊 
蜂 不 同日 龄 的 表达 特征 , 结果 显示 PLA2 基因 表达 
整体 趋势 为 先 上 升 后 下 降 ,，10 日 龄 时 出 现 峰值 。 
其 中 5 日 龄 表达 量 低 于 0 日 龄 , 20 日 龄 表达 量 低 于 
25 Hiit, 该 差别 是 否 为 取样 误差 造成 有 待 进一步 
考究 。PLA2 基因 的 表达 量 趋势 反映 了 其 功能 适应 
性 。PLA2 是 蜂 毒 的 主要 成 分 之 一 , 也 是 主要 过 得 
原 , 主要 行使 防御 功能 , 其 在 熊 蜂 体 内 的 表达 水 平 
与 生物 学 特性 密切 相关 。 在 小 峰 能 蜂 出 房 初期 , E 
要 参与 巢 内 工作 , 如 帮助 蜂王 泌 蜡 、 筑 党 和 哺育 幼 
虫 等 , 故 其 表达 量 相对 较 低 , 待 其 发 育 完全 , 主要 
工作 转 回 采集 食物 和 等 卫 ( 安 建 东 等 , 2006) , 故 其 
表达 量 相 对 较 高 。 熊 蜂 生 命 后 期 ， 主 要 任务 又 转 回 
RATE, 且 其 毒 腺 逐渐 退化 , Bk PLA 表达 量 逐 
浙 降 低 。 意 大 利 蜜蜂 工蜂 羽化 后 14 d 内 其 蜂 毒 量 
持续 上 升 , 14 d 时 最 高 。 意 大 利 蜜蜂 工蜂 毒 塞 内 储 
存 毒液 的 多 少 与 梨 内 饲料 、 个 体 日 龄 、 采 集 毒 液 的 
季 六 和 频率 以 及 品种 有 很 大 的 关系 ( 余 林 生 ， 
1995) ,该 报道 与 本 文 的 研究 结果 基本 一 致 ， 只 是 
意大利 蜜蜂 表达 量 最 高 峰 出 现 稍 滞后 了 一 些 。 

本 人 研究 探 明 了 小 熊熊 蜂 PLA2 的 基因 结构 及 其 
表达 特性 , 丰富 了 蜜蜂 PLA2 的 生物 学 基础 , 为 进 
一 步 深入 研究 蜜蜂 PLA2 生物 学 功能 和 作用 机 制 、 
以 及 开发 蜂 毒 生物 制剂 等 鉴定 了 基础 。 


致谢 ”中国 农业 科学 院 蜜蜂 研究 所 安 建 东 博士 审阅 
论文 并 提出 修改 建议 , 在 此 表示 感谢 。 
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